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@ Procede pour la preparation de cultures a long terme de cellules. 

© L'invention concerns un procede pour preparer des 
cultures a long terme de cellules non transformees avlafres ou 
de mammiferes, caracterise en ce qu'on infecte une culture de 
cellules aviaires ou de mammiferes avec un vecteur ou un 
systems de vecteurs ne presentant pas de caractere oncogene 
pour lesdites cellules mais capable d'integrer dans ces cellules 
un gene cholsl parml les genes v-myb. v-ets ou v-erbA. 
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Description 

PROCEDE POUR LA PREPARATION DE CULTURES A LONG TERME DE CELLULES. 



La presente invention conceme un nouveau 
precede destine a obtenir des cultures a long terme 
de cellules aviaires ou de mammiferes non transfor- 5 
mees. 

Les cultures de cellules sont actuellement large- 
ment utilisees comme h6tes pour la preparation de 
vaccins ou de proteines par des techniques de genie 
genetique. II existe, bien entendu, d'autres potentia- 10 
lites pour ce type de cellules qui ne sont encore 
aujourd'hui qu'a I'etat de projet ou de recherche 
theorique. 

Pour des raisons de commodity H est bien 
entendu preferable de disposer de cultures a long 15 
terme, e'est-a-dire de cultures qu'il ne soit pas 
necessaire de regenerer regulierement et qui peu- 
vent, dans ces conditions, donner pendant des 
durees tres importantes des rendements impor- 
tants. 20 

Ces cultures, appelees le plus souvent "lignees 
immortelles'*, sont en general constitutes par des 
cellules transformees, e'est-a-dire des cellules dont 
i'utilisation pour certaines applications ne peut etre 
envisagee avec suffisamment de s§curite. 25 

II est, dans certains cas, possible de realiser des 
lignees immortelles non transformees, mais leur 
elaboration est excessivement longue, delicate et 
incertaine. 

C'est pourquoi la presente invention propose un 30 
nouveau procede permettant de preparer de facon 
tres efficace des cultures a long terme de cellules 
non transformees, aviaires ou de mammiferes, 
caracterise en ce qu'on infecte une culture de 
cellules aviaires ou de mammiferes avec un vecteur 35 
ou un systeme de vecteur ne presentant pas de 
caractere oncogene pour lesdites cellules mais 
capable d'integrer dans ces cellules un gene choisi 
parmi les genes v-myb, v-ets et v-erbA. 

Ces vecteurs ou systdmes de vecteur doivent etre 40 
de types divers, il s'agira la plupart du temps de virus 
tels que les retrovirus portant les genes v-myb, v-ets 
et v-erbA avec leur virus assistant, ces virus pouvant 
etre d'origine naturelle ou bien d'origine syntheti- 
que, e'est-a-dire avoir subi differents traitements par 45 
la methode des ADN recombinants. 

Parmi les systemes de vecteur utilisables, il faut 
citer : 

1) le virus AMV 

2) levirusE26 50 

3) levirusXJ12 

Les deux premiers virus sont des virus naturels 
qui sont deja connus dans I'etat de (a technique, par 
contre le virus XJ12 est un virus derive du virus AEV 
dans lequel on a supprime le gene v-erbB. 55 

Ces differents virus peuvent §tre propag6s au 
moyen de divers virus assistants tels que MAV-2, 
E26 AV. RAV-1 et RAV-2. 

La construction du virus XJ12 a ete decrite dans 
de precedents brevets : FR-A-84 15764 et EP- GO 
A-85401999.9. 

Bien entendu, il est possible de prevoir d'autres 
types de vecteurs, notamment fl est possible de 



prevoir des plasmides portant I'ADN de provirus 
susceptibles de s'integrer comme les virus prece- 
dents et qui vehiculeront Tun des genes v-myb, v-ets 
ou v-erbA. 

En particulier, il est possible de prevoir rutilisation 
de PADN d'un plasmide correspondant a un virus 
defectif, ainsi sans "plasmide assistant", il ne pourra 
pas y avoir production de virus 

Les cultures selon Tinvention pourront etre selec- 
tionnies, par exemple, grace a leur capacit§ a 
crottre sur milieu pauvre en serum, par exemple 
milieu MEM, contenant moins de 1 o/b de serum de 
veau foetal, par exemple 0,5 Wo de serum de veau 
foetal. 

De meme, il est possible de les selectionner grace 
au fait que ces cellules developpent des tapis 
cellulaires sous une couche d'agar mbu pauvre en 
serum. 

11 est possible, grace au procede, d'obtenir des 
cultures de cellules de differents types, en particulier 
d'origine aviaire et notamment des fibroblastes, par 
exemple des fibroblastes d'embryons de poulets 
(CEF) . 

L'invention conceme egalement les cultures a 
long terme de cellules ainsi obtenues qui pourront 
servir de cellules h6tes pour divers types de 
manipulations biologiques, notamment comme sup- 
ports pour la culture de vaccins ou comme cellules 
notes pour Pexpression de proteines codees par 
des vecteurs, quelle que sort leur origine, virale ou 
plasmidique par exemple. 

II est particulierement interessant, dans le cas ou 
Con desire f aire exprimer une proteins par i'interme- 
diaire de ce type de cultures a long terme de 
cellules, de prevoir que les vecteurs ayant servi a 
integrer les genes mentionnes precedemment 
soient egalement capables d'integrer,§ventuelle- 
ment sous forme multicopies, un gene codant pour 
une proteine tndustriellement interessante et qui 
sera susceptible d'etre exprimee par ladite cellule. 
On obtiendrait ainsi une culture a long terme de 
cellules capables de produire en quantite import ante 
une proteine determinee. 

Les exemples suivants sont destines a itlustrer 
plus particulierement d'autres caracteristiques et 
avantages de la presente invention. 

Le milieu normal de croissance des CEF utilise est 
un milieu MEM contenant 10 % de TPB ("tryptose 
phosphate broth"), des antibiotiques et de (a 
fungizone plus des quantites variables de serum de 
veau foetal. 

EXEMPLE 1 

CROISSANCE DE FIBROBLASTES D'EMBRYONS 
DE POULETS INFECTES AVEC AMV ET E26 DANS 
UN M1UEU CEF NORMAL 

Des fibroblastes d'embryons de poulets CEF 
secondaires, croissant dans un milieu normal conte- 
nant 6 Qfo de serum d veau foetal, ont ete infectes 
avec differents virus. 
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Au 4eme passage, on ensemence 5.10 5 cellules 
par plaque de 60 mm et ce moment est considere 
comme jour 0 pour la courbe de croissance. 

Les fibroblastes infectes avec AEV sont utilises 
comme contrdle pour etudier la croissance des 
fibroblastes transformes. 

La figure 1, qui represent e le nombre de cellules 
en fonction de la duree de la culture, permet de se 
rendre compte que les cellules infectees par E26 AV 
et que les cellules non infectees presentent un 
aspect de croissance typlque, c'est-a-dire 
qu'apres 4 ou 5 semaines, soit environ 12 passages, 
la croissance est reduite et les cellules sont en 
mauvaise sante et finalement meurent. Sur 5 
semaines de croissance, le temps de doublement de 
la population est respectivement de 3,5 et 3,8 jours. 

Par contraste avec ces resultats, les CEF infectes 
par AEV,E26 et AMV presentent un taux de 
croissance tres superieur. On peut remarquer : 

- Que les CEF infectes par E26 et AMV presentent 
exactement le meme type de croissance avec un 
temps de doublement de I'ordre de 2,1 et 2,3 jours, 
pendant environ 7 a 8 semaines. Ensuite, les cellules 
peuvent etre maintenues en culture pendant une 
period e d'au moins 6 mois sans mourir. 

- Les fibroblastes infect6s par AEV, avec un temps 
de doublement de 2,3 jours, ne croissent pas aussi 
vite que les CEF infectes par E26 et AMV. 

On demontrera, ci-apres, que les CEF infectes par 
E26 et AMV ne sont pas transformes, a la difference 
des fibroblastes infectes par AEV. 

II ressort de ces resultats que dans des conditions 
normales de croissance des CEF, celle-ci est 
clairement amelioree par infection avec AMV et E26 
et non pas par les virus assitants correspondants. 

Ces taux de croissance sont equivalents a ceux 
des fibroblastes qui ont ete transformes. II ne s'agit 
pas d'une stimulation limitee puisqu'elle peut durer 
de nombreuses semaines. 

EXEMPLE 2 

CROISSANCE DE FIBROBLASTES D'EMBRYONS 
DE POULETS INFECTES AVEC AMV ET E26 EN 
MILIEU PAUVRE 
On utilise les memes cellules que dans Pexemple 

1. 

Au 4eme passage on ensemence 7,5.10 s cellules 
par plaque de 60 mm avec un milieu pour CEF 
contenant seulement 0,5 Wo de serum de veau foetal 
au lieu des 6 o/o precedents. 

La croissance cellulaire correspondante est re- 
presentee a la figure 2. 

Comme cela a ete prevu, les CEF infectes par E26 
AV, de meme que les CEF non infectes, ne peuvent 
croTtre sur ce type de milieu et meurent apres 
quelques jours de culture. La mort des cellules 
infectees par E26AV est plus rapide que la mort des 
cellules non infectees. 

Par centre les CEF infectes par AMV peuvent etre 
maintenus pendant 2 semaines sur ces cultures 
sans modification du nombre de cellules. 

Les CEF infectes par E26 montrent une crois- 
sance soutenue en presence de seulement 0,5 Wo de 
serum. Le temps de doublement de la population 
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cellulaire est d'environ 3 jours, c'est-a-dire un peu 
plus long que dans le milieu normal. 

EXEMPLE 3 

5 

FOYERS SOUS AGAR SEMI-SOLIDE PAUVRE EN 
SERUM 

Dans ce test, une couche d'agar mou contenant 
du milieu a 0,5 Wo de serum recouvre les cellules 
10 fralchement ensemencees. Dans ces conditions, 
seuls les fibroblastes infect6s par E26 et AEV 
developpent des foyers de cellules normales. 

Ce test rapide permet, des la seconde semaine, 
apres rensemencement, de distinguer les effets des 
15 virus mitogenes. 

EXEMPLE 4 

EFFETS MITOGENES DU GENE v-erbA SUR LES 
20 FIBROBLASTES D'EMBRYONS DE POULETS 

Afin d'etudier les effets du gene v-erbA sur les 
fibroblastes d'embryons de poulets (CEF) on a 
infecte ces cellules avec le virus XJ12 qui a ete 
constrult a partir de PAEV en remplacant le gene 
25 v-erbB par le gene Neo. Afin de disposer d'un virus 
contrdle, on a cree le virus mutant XJ15 dans lequel 
le gene v-erbA a subi une deletion d'environ 500 
nucleotides, le reste du genome viral etant identique 
a celui de XJ12. Ces deux virus sont multiplies par 
30 coinfection de CEF avec les virus helper RAV-1 ou 
RAV-2. 

Recherche de la proteine codee par v-erbA 
Dans les virus AEV et XJ12 le gene v-erbA est 
35 fusionne a des sequences residuelles du gene gag. 

L'ensemble code pour une proteine fusion de 75 

kilodaitons appelee p75gag-erbA. 
On a verifle que des fibroblastes infectes par XJ12 

produisent une proteine p75gag-erbA identique a 
40 celle produite par le virus AEV. Par contre, dans les 

CEF infectes par XJ15, cette prot6ine n'est pas 

detectee. 

Effet mltogene de XJ12 sur les CEF 
45 Des CEF ont ete infectes par XJ12 (RAV-2) et 
XJ15 (RAV-2). La croissance des cellules a aJors ete 
analysee par denombrement des CEF en milieu 
usuel (contenant 6 Wo de serum de veau foetal, 
figure 3). 

50 On constate que les fibroblastes infectes par XJ 1 5 
(RAV-2) montrent une croissance limitee a 3-4 
semaines alors que ceux infectes par XJ12 (RAV-2) 
presentent une croissance beaucoup plus rapide et 
durable. Au bout de 5 semaines, les cultures 

55 infectees par XJ12 contiennent 10 000 fois plus de 
cellules que les cultures infectees par XJ15 et 
environ 10 fois plus que les CEF non infect 6s. 

AEV-ES4 et AEV-H sont des virus AEV a activite 
transformante, AEV-ES4 contient v-erbA et v-erbB 

60 et AEV-H ne contient que v-erbB. 

On peut done mettre en evidence un effet 
mitogens du virus XJ12 dans des conditions ou : 
. le virus associe RAV-2 presente une cytotoxicite 
visible lors de I'infection par XJ15, 

65 . les CEF non infectes sont cuttiv6s dans des 
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conditions de croissance optimales. 

Croissance des CEF infectes en milieu pauvre en 
serum 

Des CEF sont infectes par les virus AEV-ES4 
(contenant les sequences v-erbA et v-erbB) , AEV-H 
(ne contenant que la sequence v-erbB). XJ12 et 
XJ15. Ces cellules sont ensuite cultivees en milieu 
pauvre en serum (ne contenant que 0,5 o/o de serum 
de veau foetal) (figure 4). 

On constate que les cultures infectees par AEV-H 
et XJ15 ne se developpent pas et s'eteignent au 
bout de 3-4 semaines. Par contre, les cultures 
infectees par AEV-ES4 et XJ12 presentent une 
croissance soutenue. Au bout de 9 semaines, le 
nombre de CEF infectes par XJ12 a ete multipli6 par 
150. 

Ces resultats montrent que I'expression constitu- 
tive de la proteine p75gag-ert>A dans des CEF induit 
une proliferation soutenue de ces cellules dans un 
milieu pauvre en serum. 

Les CEF infectes par XJ 1 2 ne sont pas transf prmes . 

Les CEF infectes par AEV-ES4 presentent tous 
les caracteres de cellules transformees : morpholo- 
gie tres fusiforme, contours tres refringents, crois- 
sance desordonnee en culture avec perte de 
Hnhibition de contact (aboutissant a des figures 
drtes en "cross-cross" caracteristiques) , devetop- 
pement de colonies en agar mou et taux d'incorpo- 
ration d'hexose 10 fois superieur a des CEF 
contrdles. 

Les CEF infectes par XJ12 ne presentent, par 
contre, aucun caractere transform^ : ces cellules 
ont une morphologie similaire a cede des CEF 
normaux, une croissance ordonnee en couche 
unicellulaire, ne forment pas de colonies dans I'agar 
et ont un taux d'incorporation d'hexose identique a 
celui de CEF contrdle. 

Conclusion 

Les CEF infect6s par le virus XJ12 ne sont pas 
transformes mais different de CEF normaux par un 
potentfel multiplicatif accru ainsi que par la capacite 
a croTtre en milieu pauvre en serum. On peut 
imaglner que I'expression de la proteine p75gag-er- 
bA dans ces cellules leur impose un signal mitotique 
constitutrf aboutissant a un maintien permanent de 
ces cellules en cycle. L'expression du gene v-erbA 
dans des cellules pourralt permettre la production 
de cultures non transformees a long terme. 

EN RESUME 

Les CEF infectes par AMV. E26 et XJ12 ne 
presentent pas les caracteres de cellules transfor- 
mees. 

Un certain nombre de caracteres sont generale- 
ment associes aux cellules qui subissent une 
transfonnation oncogene : 

. croissance desordonnee en culture, perte de 
Inhibition de contact, 

. moiphologi fusiforme ou arrondi , contours tres 
refringents, 

. developpement de colonies de cellules en suspen- 
sion dans des milieux semi-solides, 



. tres forte incorporation d'hexose exogene, 

. disorganisation totale du reseau de filaments 

d'actine dans les cellules, 

. formation de tumeurs apres injection in vivo. 

5 Les CEF infectes par E26, AMV ou XJ12 presen- 
tent une morphologie plate voisine de celle des CEF 
normaux. (Is montrent une croissance ordonnee et 
sont sensibies a ('inhibition de contact en culture, lis 
ne forment pas de colonies en milieu semi-solide et 

10 presentent un taux d'incorporation d'hexose faible 
voisin de celui des CEF normaux. Dans les CEF 
Infectes par E26, les filaments d'actine n'ont pas 
completement disparu mais sont plus discrets et 
nettement moins nombreux que dans les CEF 

15 normaux. Ce demfer caractere n'a pas encore ete 
analyse dans les CEF infectes par XJ12. La formation 
de tumeurs apres injection in vivo n'a pas encore pu 
etre testee car ce test necessite des souches de 
poulets particulieres. 

20 

CONCLUSION 

Les CEF infectes par E26, AMV ou XJ12 ne sont 
pas transformes mais presentent une vitesse de 
multiplication accrue ainsi qu'une augmentation de 

25 leurs potentiels de multiplication. En outre, les CEF 
infectes par E26 ou XJ12 acquierent la capacite de 
proliferer en milieu pauvre en serum. L'ensemble 
des caracteres des CEF infectes par E26 ou XJ12 
rapellent ceux generaJement associes a la definition 

30 de cellules immortalisees chez les mammiferes. 

Le virus AEV XJ12 peut etre obtenu par co-trans- 
formation de PADN du plasmide pAEV-XJ12 et de 
T ADN contenant les genomes de virus helper RAV-1 
ou RAV-2 sur fibroblastes de poulets, on recupere 

35 alors le virus AEV-XJ12(RAV-2) . 

EXEMPLE 5 

TRANSFERT PAR TRANSFECTION DU GENE 

40 RETROVIRAL v-erbA, ANIME PAR DES 

PROMOTEURS RETROVIRAUX, DANS DES 
FIBROBLASTES d'EMBRYON DE POULET 

Des fibroblastes secondaires d'embryon de pou- 
let ont ete transfectes d'une part avec le plasmide 

45 pXJ12 portant le gene v-erbA et le gene Neo, d'autre 
part avec le plasmide pTXN portant uniquement le 
gene Neo. Les cultures sont ensuite mises en 
presence de G41 8 pendant 5 jours pour selectionner 
les cellules ayant integre ces genomes partiellement 

50 viraux sous une forme fonctionnelle. Les genomes 
transfectes etant defectifs et Poperation ne compor- 
tant pas de helper, les cellules ainsi obtenues ne 
produisent pas de virus et paraissent, de ce point de 
vue, envisageabies pour une utilisation pratique. 

55 Sur 5x10 s fibroblastes transfectes avec 7,5pg 
d'ADN pXJ12, 72 clones resistants au G418 ont ete 
fsoles et pooles. Sur un m§me nombre de fibro- 
blastes transformes avec 7,5 pg d'ADN pTXN, 30 
clones resistants au G418 ont ete isoles et me~ 

60 langes. Les cultures pXJ12 et pTXN ont 6te sous 
cultivees regulierement (1 a 2 passages par se- 
maine). 

Une analyse cinetique de la croissance de ces 
cellules a ete realisee apres environ 30 generations 
65 cellulaires pour pXJ12 et 25 generations cellulaires 



4 



7 



0 242 272 



8 



pour pTXN. Les courbes de croissance presentees 
sur la figure 5 montrent que les fibroblastes pXJ12 
presentent une croissance plus rapide que fibro- 
blastes pTXN. En particulier, les fibroblastes pXJ12 
presentent une latence tres courte apres I'ensemen- 5 
cement. Ces resultats sont identiques a ceux 
obtenus precedemment avec les fibroblastes in- 
fectes par le virus XJ12. 

Le comportement des fibroblastes pTXN est 
caracteristique de fibroblastes normaux qui arrivent 10 
en senescence. Ces cellules n'ont pu etre mainte- 
nues par la suite. Les fibroblastes pXJ12 sont 
conserves en ampoules maintenues en azote li- 
quide. Ces cellules redemarrent tres bien en culture 
apres decongelation, et ont et6 sous cultivees 15 
ensuite pendant 3-4 passages. On ne sait pas 
combien de passages au total ces cellules pour- 
raient encore supporter 

De toute evidence, cette experience confirme que 
le genome XJ12 et dans celui-ci, vraisemblablement, 20 
le gene v-erbA, augmentent la survie des fibro- 
blastes de poulet. On ne possede pas encore la 
preuve que ces cellules soient immortalisees. 

La souche suivante a ete depose e a la Collection. 
Nationale de Cultures de Microorganlsmes de 25 
rinstitut Pasteur, 28 rue du Docteur-Roux, 75724 
PARIS CEDEX 15 : 

- Souche E. coli 600RS pAEV-XJ12 no M94 le 9 
octobre 1985. 

30 



6, caracterise en ce que le vecteur ou le 
systeme de vecteurs comporte, en outre, un 
autre gene capable de s'exprimer dans lesdites 
cellules. 

8) Procede selon la revendication 7, caracte- 
rise en ce que I'autre gene code pour une 
proteine d'interet industriel. 

9) Procede selon Tune des revendications 1 a 
8, caracterise en ce que les cellules sont des 
fibroblastes aviaires. 

10) Procede selon la revendication 9, carac- 
terise en ce que les cellules sont des fibro- 
blastes d'embryons de poulets. 

11) Proc£de selon Tune des revendications 1 
a 10, caracterise en ce que la selection des 
cultures a long terme de cellules est effectuee 
sur un milieu pauvre en serum. 

12) Procede selon la revendication 11 carac- 
terise en ce que le milieu pauvre en serum 
contient moins de 1 Wo de serum. 

13) Culture a long terme de cellules non 
transformees aviaires ou de mammiferes obte- 
nue par la mise en oeuvre du procede selon 
Tune des revendications 1 a 12. 



Revendications 

1) Procede pour preparer des cultures a long 35 
terme de cellules non transformees aviaires ou 

de mammiferes, caracterise en ce qu'on infecte 
une culture de cellules aviaires ou de mammi- 
feres avec un vecteur ou un systeme de 
vecteurs ne presentant pas de caractere onco- 40 
gene pour lesdites cellules mais capable d'int§- 
grer dans ces cellules un gene choisi parmi les 
genes v-myb, v-ets ou v-erbA. 

2) Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que les systemes de vecteurs sont 45 
choisis parmi les virus portant les genes v-myb, 
v-ets et v-erbA et leurs virus assistants. 

3) Procfede selon la revendication 2, caract6- 
rise en ce que les systemes de vecteurs sont 
choisis parmi : 50 

- les virus AM V et son virus assistant MAV2, 

- le virus E26 et son virus assistant E26AV, 

- le virus XJ12 et son virus assistant RAV-1 ou 
RAV-2. 

4) Procede selon Tune des revendications 1a 55 
3, caracterise en ce que le vecteur est un 
plasmide portant Tun des genes v-myb, v-ets ou 
v-erbA. 

5) Procede selon la revendication 4, caracte- 
rise en ce que le plasmide est defectif et en ce 60 
qu'on n'utillse aucun plasmide helper. 

6) Procede selon la revendication 5, caracte- 
rise en ce que le plasmide est le plasmide 
pXJ12. 

7) Procede selon Tune des rev ndications 1 a 65 
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